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Мета. Дослідити шляхи деградації фруктозо-

1,6-бісфосфатази у метилотрофних дріжджів 

Pichia pastoris. Методи. Використовувалися 

методи визначення питомої активності фрукто-

зо-1,6-бісфосфатази у дикого і мутантних шта-

мах метилотрофних дріжджів P. pastoris за пе-

ренесення клітин із середовища з метанолом на 

середовище з глюкозою. Дослідження вмісту 

білка фруктозо-1,6-бісфосфатази проводили за 

допомогою Вестерн-блот аналізу. Результати. 

Досліджено зміни в активності фруктозо-1,6-

бісфосфатази у контрольного штаму дикого 

типу GS200, штаму з делецією гена сенсора 

гексоз GSS1 та штаму з дефектом автофагії 

SMD1163 P. pastoris за короткотривалої та дов-

готривалої індукції метанолом із додаванням 

або ж без додавання інгібітора протеосомної 

деградації MG132. Досліджено деградацію фру-

ктозо-1,6-бісфосфатази методом Вестерн-блот 

аналізу у штамах GS200, SMD1163 та Δgss1. 

Висновки. Показано, що тривалість інкубації 

клітин на метанолі не має особливого впливу на 

інактивацію ферменту. Ефект протеосомного 

інгібітора MG132 був незначний. Катаболітна 

інактивація цитозольних і пероксисомних фер-

ментів пошкоджена в ∆gss1 мутанта, оскільки 

пошкоджене сигналювання глюкозою. Фрукто-

зо-1,6-бісфосфатаза деградує вакуолярним шля-

хом, незалежно від тривалості індукції метано-

лом, що корелює з даними з активності цього 

ферменту. 

Ключові слова: фруктозо-1,6-бісфосфатаза, дрі-

жджі, Pichia pastoris, метанол, автофагія. 

 

Метилотрофні дріжджі вважаються одни-

ми з найефективніших продуцентів власних та 

рекомбінантних білків промислового значення, 

зокрема інсуліну, поверхневого антигену вірусу 

гепатиту В, інтерферонів, ферментів алкогольо-

ксидази, нітрилази тощо [1–3]. Запорукою ство-

рення штамів надпродуцентів білків промисло-

вого значення є не лише отримання штамів із 

високим рівнем синтезу цільового білка, але й 

максимальне зниження рівня деградації цього 

рекомбінантного білка у цитозолі. Деградація 

цитозольних білків, що ініціюється глюкозою, 

може відбуватися шляхом протеосомної дегра-

дації та/обо автофагії. Встановлено, що фермен-

ти з пероксисомною локалізацією деградують 

шляхом пексофагії (селективної деградації пе-

роксисом) [4, 5]. Натомість механізми деграда-

ції власних цитозольних білків, а також реком-

бінантних чужорідних білків біотехнологічного 

значення з цитозольною локалізацією у метило-

трофних дріжджів залишаються не з’ясованими. 

За перенесення дріжджів із середовища з мета-

нолом у середовище, що містить глюкозу, утво-

рення більшості ферментів, задіяних в утилізації 

метанолу, репресується на транскрипційному 

рівні, а вже наявні у клітині ферменти підда-

ються швидкій деградації та протеолізу, а вуг-

лецевий метаболізм клітини переходить на глі-

колітичний шлях. Цей процес називають ката-

болітною деградацією.  

Ідентифіковано два основних взаєморегу-

льованих шляхи білкової деградації в еукаріо-

тичних клітинах: протеосомна деградація і де-

градація шляхом автофагії [6]. Автофагія – це 

процес, задіяний у деградації білків і органел, 

притаманний для всіх еукаріот [7, 8]. Дисфунк-

ція автофагії пов’язана із раком, нейродегенера-

цією, мікробною інфекцією і старінням. Тож 

дослідження різних аспектів автофагії на моде-

льному об’єкті метилотрофних дріжджах та 

екстраполяція отриманих даних на інші еукаріо-

тичні організми може мати важливе значення 

для медицини. На сьогодні ідентифіковано 42 

гени, продукти яких беруть участь в автофагій-

них шляхах (ATG гени), а також багато інших 

генів, задіяних, крім автофагії, в інших спорід-

нених процесах. Відносна сталість білкового 

складу клітини забезпечується наявністю балан-
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су між процесами білкового синтезу і деграда-

ції. Протеосомна деградація білків у клітині 

відбувається в протеосомах – великих мульти-

каталітичних протеазних комплексах [9]. Шля-

хом селективного мічення (убіквітинування) і 

деградації білків протеосома впливає на клітин-

ний цикл, апоптоз, проліферацію та інші клі-

тинні процеси, регулюючи рівень важливих 

сигнальних білків.  

Для дослідження можливих шляхів дегра-

дації цитозольних ферментів було обрано фрук-

тозо-1,6-бісфосфатазу (Fbp1). У середовищі з 

глюкозою цей фермент швидко інактивується і 

деградує, тому є зручним модельним білком для 

досліджень. У дослідженнях на пекарських дрі-

жджах Saccharomyces cerevisiae показано, що 

специфічна деградація Fbp1 та малатдегідроге-

нази відбувається за участю як протеосомної 

деградації, так і автофагії та ендоцитозу. До 

того ж у пекарських дріжджів шлях інактивації 

цього ферменту залежить від тривалості голо-

дування за глюкозою; зокрема, за короткотри-

валого голодування відбувається протеосомна 

деградація ферменту, а за довготривалого – ав-

тофагія [10–13]. 

 

Матеріали і методи 

У роботі використані хімічні сполуки, ре-

активи та ферменти виробництва фірм: «Sigma» 

(США), «Fluka» (Німеччина), «Fermentas» (Лит-

ва), «Difco» (США). Кваліфікація хімічних реа-

ктивів вітчизняного виробництва – «хч» та 

«осч». 

Штами дріжджів P. pastoris вирощували у 

багатому середовищі YPD (1 % дріжджовий 

екстракт, 2 % пептон, 1 % глюкоза) або мінера-

льному середовищі YNB (0,67 % Yeast Nitrogen 

Base (Difco)) з додаванням різних джерел вугле-

цю. Як джерела вуглецю використовували ме-

танол (0,5 % v/v), етанол (0,5 % v/v), глюкозу 

(2 % w/v). Для вирощування ауксотрофних 

штамів на мінеральних середовищах додавали 

відповідні фактори росту – амінокислоти L-

гістидин – 50 мг/л, L-аргінін – 50 мг/л. Агаризо-

вані середовища містили агар (2 % w/v). Виро-

щування дріжджів P. paastoris проводили на 

агаризованих середовищах на чашках Петрі у 

термостаті або культивували в рідких середо-

вищах із перемішуванням 220 об./хв. за 28°С. 

Біомасу клітин (в одиницях оптичної густини 

(OD600) визначали за оптичним поглинанням 

розведених суспензій шляхом фотометрування 

на спектрофотометрі «Helios Epsilon» за довжи-

ни хвилі 600 нм у кюветі шириною 1 см. 

Для приготування безклітинних екстрак-

тів використовували скляні кульки. На першому 

етапі до осаду відмитих від культуральної ріди-

ни клітин додавали 50 мМ Тріс-НСІ буфер, рН 

7,5 з 1 мМ PMSF (фенілметансульфонілфлуо-

рид) до кiнцевої концентрацiї клiтин 50–

100 мг/мл. Одержану суспензiю переносили у 

пластикові пробірки «Епендорф» та додавали 

склянi кульки (дiаметр 0,45–0,5 мм) в кiлькостi 

3/4 вiд об’єму суспензiї i заморожували. Кліти-

ни руйнували методом вортексування (вібрації) 

протягом 15 хв. за +4 С з охолодженням на льо-

ді через кожні 5 хв. Для отримання безклітинно-

го екстракту гомогенiзат центрифугували про-

тягом 20 хв. за 14000 об./хв. за +4 С на мікроце-

нтрифузі. Супернатант використовували для 

подальшого аналізу. 

Концентрацію білка визначали за методом 

Лоурі із співавторами [14], використовуючи 

бичачий сироватковий альбумін як стандарт. 

Для визначення питомої активності фрук-

тозо-1,6-бісфосфатази клітини підрощували до 

середини логарифмічної фази і готували безклі-

тинні екстракти. Концентрацію білка визначали 

за методом Лоурі [14]. Активність Fbp1 визна-

чали в реакційній суміші такого складу (на 

1 мл): 1 М Tріс-HCl буфер, pH 8,5 – 100 мкл; 

0,5 М МgCl2 – 10 мкл; 0,5 М EDTA – 2 мкл; 

10 мМ NADP – 40 мкл; глюкозо-6-фосфат-

ізомераза 5 мкл; глюкозо-6-фосфат-дегідроге-

наза – 5 мкл; 100 мМ фруктозо-1,6-бісфосфат 

20 мкл. Для запуску реакції до суміші додавали 

безклітинний екстракт у концентрації 0,1 мг/мл 

і визначали зміну екстинції за довжини хвилі 

340 нм в кінетиці. Ця довжина хвилі відповідає 

піку поглинання нікотинамідних кофакторів.  

Вестерн-блот аналіз проводився за раніше 

описаною методикою [15] з антитілами, специ-

фічними до Fbp1 та алкогольоксидази (АОХ). 

Зразки для аналізу готували з використанням 

12,5 % трихлороцтової кислоти і кип’ятіння з 

β-меркаптоетанолом. Концентрацію білка ви-

значали за методом Лоурі із співавторами, ви-

користовуючи бичачий сироватковий альбумін 

як стандарт [14].  

 

Результати та обговорення 

Для створення надпродуцентів білків 

промислового значення важливо максимально 

знизити рівень деградації рекомбінантного білка 

у цитозолі. Нами було проведено дослідження 

механізмів деградації цитозольного білка Fbp1 у 
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штаму дикого типу GS200 P. pastoris, штаму з 

дефектом вакуолярних протеїназ SMD1163 та 

гена, що кодує сенсор глюкози (Δgss1). Fbp1 є 

зручним модельним білком для дослідження 

деградації цитозольних білків у метилотрофних 

дріжджів, оскільки він задіяний в утилізації 

метанолу і його активність суттєво і швидко 

спадає після перенесення метилотрофно виро-

щених клітин у середовище з глюкозою. Також 

досліджували деградацію Fbp1 в присутності ін-

гібітора протеосомної деградації білків MG132. 

Досліджено зміни в активності Fbp1 та її дегра-

дацію методом імуноблотингу у названих шта-

мів P. pastoris в умовах короткотривалого 

(1 доба) (рис. 1, 3) та довготривалого (3 доби) 

(рис. 2) голодування за глюкозою з додаванням 

або ж без додавання інгібітора протеосомної 

деградації MG132. Питома активність Fbp1 у 

штамів SMD1163 та Δgss1 зростала в 2–6 разів у 

порівнянні з активністю Fbp1 штаму дикого 

типу, що свідчить про вакуолярний шлях дегра-

дації цього ферменту. Подібний ефект спостері-

гався для модельного пероксисомного ферменту 

АОХ (рис. 1, 2), для якого встановлений вакуо-

лярний шлях деградації [16]. Виявлено, що інак-

тивація ферменту Fbp1 та його деградація не 

залежать від тривалості голодування за глюко-

зою. Ефект протеосомного інгібітора MG132 

був незначний. 

Відповідно до результатів дослідження 

деградації Fbp1, отриманих методом Вестерн-

блот аналізу (рис. 3) у штамах GS200, SMD1163 

та Δgss1, можна зробити висновок, що, незале-

жно від тривалості голодування за глюкозою, 

Fbp1 деградує вакуолярним шляхом. Додавання 

протеосомного інгібітора MG132 не впливало 

на деградацію як Fbp1, так і АОХ у досліджува-

них штамів (рис. 3), що підтверджує висновок. 

 

 

 
Рис. 1. Питомі активності Fbp1 та АОХ за умов короткотривалої (1 день) індукції метанолом у штамах 

GS200, SMD1163, ∆gss1 метилотрофних дріжджів P. pastoris. 

 

 
Рис. 2. Питомі активності Fbp1 та АОХ за умов довготривалої індукції метанолом (3 дні) у штамах 

GS200, SMD1163, ∆gss1 метилотрофних дріжджів P. pastoris. 
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Рис. 3. Дослідження методом Вестерн-блот аналізу деградації цитозольного ферменту Fbp1 порівняно з 

пероксисомним ферментом АОХ за умов короткотривалої та довготривалої інкубації клітин на метанолі у шта-

мах GS200, SMD1163, ∆gss1. 

 

Інактивація Fbp1 у штаму Δgss1 дещо 

сповільнена (порівняно із штамом дикого типу), 

що зумовлено зниженням вмісту внутрішньок-

літинної глюкози, необхідної для катаболітної 

інактивації цього ферменту. 

 

Висновки 

Досліджено зміни в активності Fbp1 та 

деградацію цього ферменту у штаму дикого 

типу GS200, штамів із дефектом автофагії 

SMD1163 та делецією гена сенсора гексоз GSS1 

P. pastoris за короткотривалої та довготривалої 

індукції метанолом із додаванням або ж без 

додавання інгібітора протеосомної деградації 

MG132. Встановлено, що Fbp1 деградує вакуо-

лярним шляхом незалежно від тривалості інду-

кції метанолом, що корелює з даними про зміни 

в питомій активності цього ферменту. 
Робота виконана в рамках цільової комплекс-

ної міждисциплінарної програми наукових дослі-

джень НАН України «Молекулярні та клітинні біо-

технології для потреб медицини, промисловості та 

сільського господарства», проект № 31–18. 
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THE MECHANISMS OF FRUCTOSE-1,6-BISPHOSPHATASE DEGRADATION IN METHYLOTROPHIC 

YEASTS PICHIA PASTORIS 

Aim. The study of the mechanisms of fructose-1,6-bisphosphatase degradation in methylotrophic yeasts Pichia pastoris. 

Methods. Methods of determination the specific activity of fructose-1,6-bisphosphatase in the wild type and mutant 

strains of methylotrophic yeast P. pastoris after shifting cells from the medium with methanol into the medium with 

glucose were used. The study of fructose-1,6-bisphosphatase protein degradetion was performed by Western blot analy-

sis. Results. The changes of the specific activity of fructose-1,6-bisphosphatase in the wild type strain GS200, the strain 

with the deletion of the GSS1 hexose sensor gene and strain defected in autophagy pathway SMD1163 of P. pastoris in 

short-term and long-term induction with methanol, and with or without the addition of the MG132 (proteasome degra-

dation inhibitor) was investigated. Degradation of fructose-1,6-bisphosphatase by the Western blot analysis in GS200, 

SMD1163 and Δgss1 strains was studied. Conclusions. It was shown that the duration of cell incubation on methanol 

has no particular effect on the inactivation of the enzyme. The effect of the proteasome inhibitor MG132 was insignifi-

cant. Catabolic inactivation of cytosolic and peroxisomal enzymes is damaged in the Δgss1 mutant as glucose signaling 

is impaired. Fructose-1,6-bisphosphatase degrades by a vacuolar pathway, regardless of the duration of methanol induc-

tion, which correlates with the activity data of this enzyme. 

Keywords: fructose-1,6-bisphosphatase, yeasts, Pichia pastoris, methanol, autophagy. 
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